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<§) Verfahren zur Multiplication von Rinderembryonen und zum Klonen von Rindern 

@ Verfahren zur Kerntransplsntation aus einem Rinderem- 
bryo sis Spender In eine Empflnger-Oooyte, daduroh ge- 
kennzeichnet, daft man 

(a) ainen membranumschlossenen Kern aus einer Zelle des 
Spenderembryos isoliert, 

(b) das chromosomale Kernmateriel aus der Empfanger-Oo- 
cyte entfernt urn eina enukleierte Empfinger-Oocyta zu 
schsffen, 

(c) den membranumschlossenen Spanderkern so in der 
enukleierten EmpfSnger-Oocyta plazJart, daft seine Mam- 
bran an die Membran der Oocyte angrenzt und 

(d) die Membra nen des membranumschlossenen Kerns und 
der enukleierten Empfanger-Oocyte elektrisch mtteinander 
fusioniert urn sine ambryonische Efnzalzella zu schaffen, 
welche den Kern des Spenderembryos besHzt 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft allgemein em Verfahren zum Vennehren von Rinderembryonen und insbesondere ein 
Verfahren zum Transpiantieren der Kerne aus Spender-Rinderembryonen in enukleierte Empfanger-Oocyten, 
5 das heiBt, m Oocyten, aus denen die Nuclei zuvor entfernt worden sind. 

Im Bereich der Befruchtung von Tieren wird weiterhin nach fortschrittlicben Techniken zur genetischen 
Verbessening und Selektion gesucbt Spezien im Hinblick auf Mflchvieh sind beispielsweise signifikante Steige- 
rungen der Milcbproduktion dadurch erreicht worden, dafi man in groBem Umfang genetisch hochwertige 
Buflen und kunstliche Besamung angewendet hat Milchkuhe produaderen heutzutage nahezu doppeh so viel 
to Much wie vor 30 Jahren. Weitere genetische Verbessening kann durcb Multiplikation von hochwertigen oder 
genetisch manipuiierten Embryonen durch Klonen erreicht werden. 

Die Transplantation von Embryonen bei Rindern ist inzwischen ein anerkanntes Verfahren zur Sultzung der 
Prpduktion von genetisch hochwerrigem Bestand. Das Klonen von Embryonen in Kombination mit der Mogiich- 
kert, die geklonten Embryonen zu transpiantieren machen es moglich, zahlreiche genetisch identische Tiere zu 
15 produzieren. Rinderembryonen konnen gegenwartig einfach durch Zerteilen der sicfa entwickelnden Embryonen 
geklont werden; die Zahl der nach diesem Verfahren herstelibaren KJone ist jedoch auf zwei bis vier begrenzt 
bis die geteilten Embryonen nicht mehr Oberlebensfahig sind. 

Die Transplantation von Nuclei aus vielzefligen Embryonen in mehrere embryonale Emzelzellen bietet die 
Moglichkeit, diese Grenzen zu uberwinden und ermoglicfat die Produktion einer groBen Zahl vervielkltkter 
20 identischerTiere. 

Der Kerntransfer wurde erstmal im Jahre 1939 bei Amoeba sphaeronucleus von Comandon und de Fonbrune 
vorgenommen ("Greffe Nucleaire Totaie, Simple on Multiple, Chez une Aimbe", SoaBioL 130, 744, (1939)1 Es 
folgte im Jahre 1952 die erfolgreiche Kernubertragung bei Rana Pipiens durch Briggs und Ring ("Transplanta- 
tion of hying nuclei from blastula cells into enucleated frogs", Proa Nat Acad ScL, VoL 38: 455-463 (1952)1 Das 
25 erfolgreiche Kernubertragungsverf ahren nach Briggs und King (vgL auux) umfaBte die folgenden Schritte: 

1) Aktivierung der Empfanger-Oycyte 

2) Enukleieren, d h. das Verfahren zum Entf ernen oder Inaktivieren der Chromosomen aus der Empfanger- 
Oocyte, und 

30 3) Ubertragen eines gesamten lysierten Blastomeren (einer ZeUe, welche das Ergebnis der Embryoteflung 
vor der Gastrulation ist), mh einem Kern aus einem Embryo im Blastula- oder einem fruhen Gastrula-Stadi- 
um zuruck in die enukleierte Oocyte. 

Ekdale et aL verwendeten ultraviolette Strahlung, urn in einem Schritt den Ei-Pronucleus zu inaktivieren und 
35 die unbefruchtete Oocyte zu aktivieren (vgL "A Description of the Technique for Nuclear Transplantation in 
Xenopus Iaevis". J. EmbryoL exp. Morph. 8(4), 437-444 (1960)> Bei dem Axolotl wurde das Aktivieren durch 
Elektroschock beschneben, wobei die Chromosomen des Eikerns durch ultraviolette Strahlung ausgeschaltet 
wurden (Briggs, R, et aL, Transplantation of Nuclei of Various Cell Types from Neurulae of the Mexican Axolotl 
(Ambystoma mexianumy, Develop. BioL 10, 233, (1964)). Bei all diesen Verfahren war es ublicfa, mit einer 
ho Mikropipette mit feiner Bohrung einen ganzen lysierten Blastomeren mit einem Kern in die enukleierte Oocyte 
zu ubertragen. 

Bei der Maus wurden fur die Kernubertragung zwei Techniken angewandt Dlmensee und Hoppe wendeten 
eme rem operative Methode an, bei der eine Mikropipette durch die Plasmainembran in das Cytoplasma eines 
Embryos im Prokern-Stadium eingefuhrt wurde, urn den Kern zu entfernen und einzufuhren (vgL Hlmensee, K. 

45 und Hoppe, P.C, "Nuclear Transplantaion in Mus museums, Developmental Potential of Nuclei from Preimplan- 
tation Embryos", Cell, 23, 9 (1981))i McGrath und Solter haben ein nicht sprengendes Verfahren zum Transpian- 
tieren von Kernen beschneben (McGrath, J. und Solter, D, "Nuclear Transplantation in the Mouse Embryo by 
Microsurgery and Cell Fusion*, Sciene 220, 1300 (1983)). Die Kerne wurden als membranumschlossene Prokern- 
Karyoplasten entfernt, ohne die Plasmamembran des Embryos zu durchdringen. Der Kern wurde durch Zellfu- 

so sion m die Empfangerzelle eingefuhrt, wobei der Sendai-VTrus als fusiogenes Agens verwendet wurde. Eine 
kieine Menge emer Suspension von Sendai-Virus wurde nach der Entfernung des Spender-Kerns aspiriert und 
die Virussuspension und die Prokern-Karyoplasten nacheinander in den perivitellinen Raum des Empfanger- 
Embryos injiziert Das mikrooperative Verfahren von IUmensee und Hoppe (aaxx) war maximal zu etwa 30 bis 
40% erfolgreich, wahrend das nicht zerstorende Verfahren von McGrath und Solter (ajux) zu mehr als 90% 

55 erfolgreich war. Mit diesem Verfahren gelang es, Embryonen im Blastocystenstadium herzusteUen, welche sich 
jedoch bisher mcht weiterentwickelten. Berichte daruber, daB fllmensee und Hoppe drei lebende Mause herstel- 
len konnten, sind in Frage gestellt worden. 

Spater wurde berichtet, daB Embryonen im Blastocystenstadium und Mause durch Obertragen von Kernen in 
enukleierte Prokern-Zygoten nur dann hergesteUt werden konnten, wenn sich die Spender-Zellen ebenfalls im 

60 Prokern-Stadium oder in einem sehr fruhen Zwei-Zellstadium befanden (McGrath, J. and Solter, D, Tnabilityof 
Mouse Blastomere Nuclei Transferred to Enucleated Zygotes to Support Development In Vitro* Science 226, 
1317 - 1319 (1984)); Surani, MAJt et aL, "Nuclear Transplantation in the Mouse: Heritable Differences Between 
Wernal Genomes after Activation of the Embryonic Genome", Cell 45, 127-136 (1986); und RobI JM. et aL, 
"Nuclear Transplantation in Mouse Embryos: Assessment of Recipient Cell Stage", BioL Reprod. 34, 733-739 

65 (1986)). 

KOrzlich ist iiber ein Verfahren zur Kerntransplantation bei Schafen berichtet worden (Willadson, SJ^t, 
"Nuclear Transplantation in Sheep Embryos", 320, 63-65 (1986)X bei welchem Dielektrophorese zur Aktivie- 
rung und Fusion dient und Metaphase 11 Oocyten als Empfanger verwendet werden, Als Ergebnis dieser 
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Versuche wurden geklonte Lammer geboren. Bisher sindjedoch keine PublDcationen bekannt, die Methoden zur 
Kernubertragung bei Rindera betreffen. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Klonen von Rinderembryonen und zur HersteUung 
geklonterRmderzu schaffen. 

Es ist ferner Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Klonen von Rinderembryonen durcfa Kernubertra- 5 
gung zu schaffen. 

Es ist eine weitere Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Transplantieren des Kerns oder eines ganzen 
Blastomeren mit seinem Kern aus einem Spender-Rinderembryo in eine emikieierte Empfanger- Rinder-Oocyte 
zu schaffen. . . 

Das voriiegende Verfahren ist auf das Transplantieren von Kernen in Rinderembryonen gertcntet Die Kerne 10 
werden aus den Spender-Rinderembryonen entfernt, ohne die Plasmamembran zu penetrieren und werden 
durch elektrisch induzierte Zellfusion in die Empfanger-Oocyten eingefQhrt 

Das Nucleus-Obertragungsverfahren schlieBt ein, daB man den Nucleus aus der Empfanger-Oocyte entfernt, 
den membranumschlossenen Nucleus der Spender-Embryonenzelle in den perivrtellinen Raum der enukleierten 
Empfanger-Oocyte einfuhrt, die jewefligen Pfasmamembranen des membranumschlossenen Spendernucleus 15 
und der enukleierten Empfanger-Oocyte orientiert und die Aktivierung der Oocyte und die Fusion des mem- 
branumschlossenen Nucleus mit der enukleierten Empfanger-Oocyte elektrisch induziert Der Zustand der 
Oocyte bei der Aktivierung und die Art und Weise, in welcher die Aktivierung und die Fusionsschritte vorge- 
nommen werden, sind fur den erfolgreichen Kerntransfer der Spenderzellea oder der Kerne in enukieierte 
Rinder-Oocytenkritisch. 20 

Das Verfahren betrifft eine Folge von Schritten, welche insgesamt das Klonen von Rinderembryonen durch 
Kerntransplantation bewirken. Bei dem Verfahren werden auf nicht-zerstorende Weise der Nucleus aus der 
Empfanger-Oocyte entfernt und der Nucleus aus dem Spender-Embryo, umschlossen von einer Membran, 
isoliert, indem man entweder den Nucleus aus der Spenderzelle entnimmt oder indem man einen Blastomeren 
selbst isoliert Der Spender-Nucleus wird dann mh der Empfanger-Oocyte zusammengebracht und der Nucleus 25 
aus der Spender-Embryozelle wird mit Hilfe elektrisch induzierter Zellfusion in eine Empfanger-Zelle einge- 
f uhrt Im wesentlichen folgt das Verfahren zum Klonen von Rinderembryonen den folgenden ffinf grundlegen- 
den Schritten: 

1) Auswahlen eines geeigneten Empfanger-Embryos oder einer Oocyte fur den Kerntransfer, 30 

2) Enukleieren, d h. Beseitigen des Kernmaterials aus der Empfanger-Oocyte, 

3) Einf uhren des membranumschlossenen Nucleus des Spender-Embryos in die enukieierte Empfanger-Oo- 
cyte, 

4) Orientieren des membranumschlossenen Spender-Nucleus und der Empfanger-Oocyte fur die Zellfusion 

und 35 

5) Fusionieren der den Spender-Nucleus umgebenden Membran mit der Membran der Empfanger-Oocyte 
und Aktivieren der Empfanger-Oocyte durch Dielektrophorese. 

Das erfindungsgemaBe Gesamtverfahren kann als Klonen oder Vervielfaltigen von Embryonen und Vieh 
durch Kerntransfer zum Zuchten zahireicfaer genetisch identischer Embryonen und schlieBIich Here bezeichnet 40 

W Die Bezeichmmg Oocyte" bezieht sich auf eine Zelle, welche sich aus einem Oogonium entwickelt hat und 
nach Durchlaufen der Meiose eine reif e Szelle wird Es hat sich gezeigt, daB nicfat alle Oocyten in gleicher Weise 
optimal geeignete Zellen zur wirkungsvollen Kerntransplantation bei Rindera sind Fur die Zwecke des yorhe- 
genden Verfahrens haben sich Oocyten im Metaphase H-Stadhim als optimal erwiesen, welche entweder in vivo as 
oder in vitro gereift wurden. Reif e Metaphase II-Oocyten konnen entweder operativ von Ktthen oder Fersen mit 
nicht fibermaBig schneller Ovulation oder mit ubermaBig schneller Ovulation (Superovulation) 35 bis 48 Stunden 
nach dem Einsetzen des Ostrus oder nach Injektion von menschlichem Chorion Gonadotropin (hCG) oder eines 
entsprechenden Hormons gewonnen werden. Alternativ konnen unreife Oocyten durch Aspiration aus Ovarfoli- 
keln aus geschlachteten Kuhen oder Fersen gewonnen werden und diese konnen anschiieBend in vitro durch so 
geeignete Hormon-Behandlung und Kultivieren gereift werden. 

Die Spenderembryonen-Zeilen konnen durch Spulen operativ gewonnener Oviducte erhalten werden oder sie 
konnen nicht operativ nach bekannten Verfahren aus dem Uterus gespQlt werden. Die Spenderembryonen 
sollten sich in einem 2- bis 32-zelIigen Entwicklungsstadium befinden, d h. vor Eintreten einer signifikanten 
Zelldifferenzierung. Spenderzellen im 16- bfc 32-Zellstadium werden gelegentlich eher als Morula als als Blastula 55 
bezeichnet Trotzdem wird im Rahmen des vorliegenden Verfahrens die Bezeichnung "Blastnla" fur die Embryo- 
nen gewahlt und die Bezeichmmg *BIastomer* wird erfindungsgemaB verwendet, urn Einzelzellen aus jeglichen 
Embryonen vor der Gastrulation zu bezeichnen. 

Zur optimalen Verwendung in dem Verfahren sollte der Nucleus der Spenderzelle membranumschlossen 
vorliegea Ein derartiger membranumschlossener Nucleus kann entweder aus einem gesamten Blastomeren 
bestehen oder er kann aus einem Karyoplasten bestehen, dLum eine aspirierte ZeDuntereinheit, welche einen 
Nucleus und eine kleine Menge Cytoplasma, umschlossen von einer Plasmamembran einschlieBt 

Die Mikromanipulation der Rinderzellen wird in der gjeichen Weise vorgenommen, wie bei McGrath und 
Solter (vgL a^LO.) beschrieben und auf welche im Zusammenhang mit Einzelheiten der Mikromanipulationstech- 
nik Bezug genomraen wird Die Mikromanipulation wird diirchgermirt, indem man eine <fie Zellen aufnehmende 
Pipette verwendet, welche einen auBeren Durchmesser von etwa 120 urn und einen inneren Durchmesser von 
etwa 25 bis 30 um aufweist sowie eine schrag angeschliffene Pipette zum Enukleieren und Transferieren mit 
emem auBeren Durchmesser von etwa 25 bis 35 um. Reife Oocyten sollten zunachst mit etwa 7,5 \ig/wl Qytocha- 
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lasin B oder einem ahniich wirksamen Mikrotubuli-Inhibitor bei eber Konzentration behandelt werden, die 
ausreicht, um das Einfuhren der Pipette zum Enukleieren und Transferieren durch die zona pellucida zu 
ermdgfichen, um einen Teil des Cytoplasmas entfernen zu kdnnen, ohne an irgendeinen Punkt die Plasmamem- 
bran tatsSchlich zu verf etzen. Die reife Oocyte wird zunachst durch vorsichtiges Saugen in der Zellhahepipette 

5 an Ort und Stelie gehalten. Die Enukleierungs- und Transfer-Pipette wird dann durch die zona pellucida der 
Oocyte entweder an der Metaphase D-Vorwdlbung oder neben dem ersten Polkdrper eingefuhrt, <L h. an einer 
Stelie, die neben den Metaphasechrosomen Iiegen solL Die Pipette durchdringt die Plasmamembran nicht Durch 
Aspirieren an der Pipette wird eine Zellvorwolbung in die Pipette gesaugt, wobei es sich im Falle der Metaphase 
II-Vorwdlbung um die gesamte Vorwdlbung und das umgebende Cytoplasma handelt oder im Falle des ersten 

10 Polkorpers um den Polkorper und das umgebende Cytoplasma. Bei diesem Yerfahren sollten samtliche Meta- 
phasechromosomen in die Pipette aufgesogen werden. Wenn man die Pipette zurfickzieht und weiter saugt, so 
streckt sich die Plasmamenbran und verschlieBt sich anschlieBend wieder unter ZurQcklassung einer funktionsfa- 
higen Plasmamembran an der enukleierten Oocyte. 
Die Spenderembryonen konnen abhangig von der GroBe der Transferpipette mit Cytochalasin B behandelt 

is werden oder nicht Verwendet man eine Pipette von weniger als 30 urn, so empfiehlt sich die Behandiung, um das 
ZerreiBen des Blastomers zu verhindera. Die Kerne der Spender-Embryonenzellen werden transferiert, indem 
man entweder einen den Nucleus enthaltenden Teil des Blastomers aspiriert und so einen Karyoplasten schafft 
oder indem man den gesamten Blastomer aspiriert Vorzugsweise wird die gesamte Zelle aspiriert Die den 
aspirierten, membranumschlossenen Nucleus enthaltende Transferpipette wird dann durch die zona pellucida 

20 der enukleierten Empfanger-Oocyte eingefuhrt und der membranumschlossene Kern wird so unter der zona 
pellucida deponiert, daB seine Membran an die Plasmamembran der Empfanger-Oocyte angrenzt 

Die Fusion des membranumschlossenen Kerns mit der enukleierten Empfanger-Oocyte und die gleichzehige 
Aktivierung der Empfanger-Oocyte werden in einer einzigen Dielektrophoresestufe durchgefuhrt, wobei man 
wie nachfolgend beschrieben eine handelsubliche Elektrofusionsausrustung verwendet Yor der Hektrofusion 

25 des Spender-Embryokerns und der enukleierten Empfanger-Oocyte 1st es erforderiich, die Zellmembranen in 
dem elektrischen Feld zu orientieren, Die Bezeichnung "orientieren* definiert das Ausrichten der beiden Zellen 
in der Weise, daB die Kontaktebene der beiden Membranen, dh. der Plasmamembran des den Spenderkern 
tragenden Kdrpers und der Plasmamembran der Empfanger-Oocyte, wefche mheinander fusioniert werden 
sollen, senkrecht zu dem elektrischen Feld liegt Es hat sich gezeigt, daB bei Zufallsorientiening die Erfolgsrate 

30 fur die Fusionierung in erheblichem Umfang sinkt Werden die Zellen so orientiert daB die Fusionsmembranen 
parallel oder in einem Winkel von etwa 45° zu dem elektrischen Feld Iiegen, so sinkt die Rate erfblgreicher 
Fusionen. Die Ausrichtung kann elektrisch oder mecbanisch erfolgen. Unterscheiden sich die beiden Zellen nicht 
wesentlich in ihrer GroBe voneinander, so kann eine kleine ausrichtende Wechselstromspannung (5 Volt/mm bei 
1000 KHz) fur eine kurze Zeh (10 Sekunden) die Zellen reorientieren, so daB ihre Membranen aneinander 

35 angrenzen, Es konnen mehrfache Impulse erforderiich sein. Unterscheiden sich die Zellen in ihrer GroBe 
erheblich voneinander, so kann mechanisches Manipulieren erforderiich sein, um die Membranen richtig zu 
orientieren. 

Das eigentliche Einbringen des membranumschlossenen Nucleus in eine enukleierte Rinder-Oocyte erfolgt 
durch ein dielektrophoretisches Zellfusionsverfahren, bei dem Gleichstrom und ein nicht-leitendes, d. h. nicht-io- 

40 nisches Zellfusionsmedium wie eine MannitoUdsung oder Zimmerman Zellfusionsmedium verwendet werden. 
Die Fusion ist das Ergebnis des Zusammenbruchs der ZeDmembran und der PorenbOdung zwischen den richtig 
einander gegenuberliegenden Zellen. Die Poren oder kleinen Kanale, die zwischen den beiden Zellen geschaff en 
werden, sind wegen der hohen Obernachenbeugung der Kanale und der damh verbundenen hohen Spannung in 
der Membran instabiL Diese Instability laBt die Kanale verschmelzen und sich erweitern, bis die Membranen 

45 eine einzelne Zelle-bilden. 

Die embryonischen Einzelzell-Klone werden vorzugsweise entweder in vivo oder in vitro bis zum Morula- 
oder Blastula-Stadium kultiviert Betspielsweise konnen die Klone in Schaf-Oviducten oder in einem geeigneten 
Kulturmedium kultiviert werden. AnschlieBend konnen die Embryonen zu einem geeigneten Zeitpunkt des 
Ostrus in die Uteri von Rindern oder anderen geeigneten Tieren transplantiert werden. Die Transplantationsver- 

50 fahren sind allgemein bekannt und werden im Bereich der Embryotransplantation praktiziert Ein TeQ dieser 
Transplantate wird bei den Ersatz-Muttertieren TrSchtigkeit ausl5sen. Die aus dieser TrSchtigkeh hervorgehen- 
den lebenden Kalber sind genetisch identisch, wenn die Spenderzellen aus einem einzelnen Embryo oder einem 
Klon desselben stammen. 

Das Yerfahrea wird nachfolgend anhand von Beispielen erl&uterL 

55 

Experimentelle Methoden 

EmbryonenqueOe: Metaphase-Oocyten und Rinder Spender-Embryonen aus spateren Stadien wurden aus 
den Oviducten von geschlachteten Kuhen oder Fersen mit nicht ubermfifiig schneller oder QbermSBig schneller 

go Ovulation 36 bis 108 Stunden nach Eintreten des Ostrus gewonnen. Vorzugsweise wurden die Tiere durch 
zweimalige Injekdon (insgesamt 2 cm 3 ) von Natriumchloprostenol ("Estrumate^' der Miles Laboratories, Shaw- 
nee, Kansas) synchronisiert und Tiere mit ubermaBig schneller Ovulation (Superovulation) wurden 4 Tage lang 
mit 40 mg FSH-P (Burns-Biotech Laboratories, Omaha, Nebraska) behandelt Bei den Kerntransplantationen 
wurden Empfanger-Oocyten im Metaphase II-Stadium als Emp^nger verwendet, welche in vivo oder in vitro 

65 gereift worden waren, und Embryonen im 2-zelligen bis 32-zeIligen Stadium wurden als Spender verwendet 

Behandlung und Mikromanipulation der Embryonen: Die Embryonen wurden gewonnen und in einem TL 
Hepes gepufferten modifraerten Tyrodesmedium manipuliert welches nach Bavister et aL, (Development of 
Preimplantation Embryos of the Golden Hamster in a Defined Culture Medium", BioL Reprod, 28, 235 (1983)) 
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hergestellt worden war. 10 Minuten vor und wahrend der Mikromanipulation wurden die Embryonen in ein 
7 J5 ug/ml Cytochalasin B enthaltendes Medium gebracht Diesem Medium wurden ferner 0,1 jig/ml Demicoicin 
zugesetzt Um die Bedingungen fur die Zellfusion bei Rindern zu untersuchen, wurde ein kleiner Cytoplast aus 
der Empfanger-Oocyte entnommen und in den perivitellinen Raum wieder eingefuhrt Fur die Kerntransplanta- 
tion wurden Pronucleus Empfanger-Embryonen zuerst nach einem Verf ahren von Wall et al, (Development of 
Porcine Ova that were Centrifuged to Permit visualization of Pronuclei and Nuclei, BioL Reprod. 32, 645 (1985)) 
bei 15 000 G 3 Minuten Iang zentrifugiert, um (fie Pronuclei sichtbar zu machen. 

Die Erapfanger-Oocyten wurden enukleiert tndem etwa die Halfte des an den Polkorper angrenzenden 
Cytoplasmas rait einer 25 bis 35 um Transferpipette aspiriert wurden, wobei eine enukleierte, membranum- 
schlossene Oocyte zuruckblieb. Die Nuclei aus Spendererabryonen in sp&teren Stadien wurden durch Aspirieren 
des Nucleus und eines Teib des umgebenden, membranumscblossenen Cytoplasmas aus einem Blastomer oder 
durch Aspirieren eines ganzen Blastomers entnommen. 

Die Mikromanipulation wurde unter Verwendung einer Haltepipette mit einem auBeren Durchmesser von 
etwa 120 um und einem inneren Durchmesser von etwa 30 um und einer schrag angeschliffenen Enukleations- 
und Transferpipette durchgefuhrt, welche einen auBeren Durchmesser von etwa 25 bis 35 um aufwies. Nuclei 
enthaltende Gesamtblastomere wurden aus Spenderembryonen entnommen und nach dem Verfahxen von 
McGrath und Solter (vgL a^.o.) in den perivitellinen Raum der Empfanger-Oopyten Qberfuhrt 

Bei den denjenigen Embryonen, bei denen die in vitro Entwicklung registriert werden soflte, wurden die 
Embryonen unter Paraffindl in einer angefeuchteten, 5% C0 2 in Luft enthaltenden Atmosphare bei 97,5° F 
(36,4° Cj in 50 ul Tropfen modifiziertes Tyrodesmedhim eingebracht 

Die Entwicklung von Embryonen in Schafoviducten wurde ebenfalls registriert Die Embryonen wurden in 
Agarblocks Qberfuhrt und anschlieBend in Schafoviducte transferiert, welche oberhalb der Tubo-Uterinen 
Junktion abgebunden waren. 5 Tage nach dem Transfer wurden die Embryonen entnommen und die Entwick- 
lung untersucht Die Enrwicklungsfahigkeit wurde ferner an zwei Embryonen durch Transferieren in eine 
Empfangerkuh untersucht . 

Zellfusion: Ein Verf ahren mit fusiogenen Viren (unter Verwendung von zwei verschiedenen Viren) und em 
Hektrofusionsverfahren wurden fur die Fusion der erfindungsgemafien Spender- und Empfanger-Embryozeflen 
untersucht Sendai-Vlren wurden nach dem Verfahren von Giles und Ruddle (Production of Sendai virus for cell 
fusion, In Vitro, 2, 103 (1973)) angezogen und inaktiviert Der Titer von Sendai-Viren lag zwischen 6400 und 9600 
Haemagglutinationseinheiten/ml untersucht an Meerschweinchen-Erythrocyten. Mit diesem Virus wurde eine 
Fusion von mehr als 90% bei parallelen Kerntransplantations-Versucfaen bei Mauseembryonen erhalten. Bei 
dem anderen untersuchten Virus handelte es sich um den Rmder-Herpesvirus 1 (Stamm NYL), erhalten von GJ. 
Letchworth (Letchworth and La Duei, Bovine Herpes Mammulitis in Two York Dairy Herds, J. Amber. Vet 
Med Assoc, 180, 902 (1 982)). Der Rhder-Herpesvirus wies einen Titer von etwa 10 r TODso/ml auf und wurde 
100-fach konzentriert Dieser Virus bewirkt ohne Schwierigkeiten Zellfusion in Rinder-Zellgewebe-Kulturen. 
Beide Viren wurden verwendet wie bei McGrath und Solter beschrieben (a^taX In Versuchen zum Fusionieren 
von Cytoplasten zu rcifen Rinderembryonen wurde mit den fusiogenen Viren kein Erfolg erzielt Daher wurden 
alle weiteren Fusionsversuche elektrisch durchgefuhrt 

Zwei verschiedene Mediea namlich TL Hepes und Zimmerman Zellfusionsmedium (GGA Corporation, 
Chicago, II) wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Fusionsrate miteinander vergiichen. Zellen aus Embryo- 
nen wurden in dem Medium gewaschen und anschlieBend mit dem jeweiligen Medium in eine Fusionskammer 
uberfuhrt Im AnschhiB an die Fusionsbehandlung wurden die Oocyten unter Paraffindl in angefeuchteter Luft 
mit 5% CO2 in 50 ul Tropfen modifiziertes Tyrodesmedium in einen Inkubator gebracht und regelmaBig auf 
Fusion beobachtet 

Die Aktivierung und Fusion der intakten, membranumschlossenen Nuclei mit den enukleierten Oocyten 
wurde in Zimmerman Zellfusionsmedium durch Dielektrophorese vorgenommen, wobei ein Zimmerman Elec- 
trofusion Instrument, GCA Corporation, Chicago, H verwendet wurde. Die Fusionskammer bestand aus zwei 
parallelen Elektroden im Abstand von 1 mm auf einem glasernen Objekttrager. Das Instrument wurde wie folgt 
eingesteilt: 

Fusionsspannung: 100— 120 Volt (Gleichstrom, DC) 
Elektrodenabstand: 1 mm 

Ausrichtungsspannung: 1-5 Volt (Wechselstrom, AC) 

Ausrichtungsfrequenz: 1000 KHz 

Impulsdauer: 10—40 ftsea 

Postrasions Ausrkitungszeit: 5 Sekunden. 

Der Ausrichtungsimpuls (Orientierungsimpuls) erwies sich als im wesentlichen wirkungsios bei der Ausnch- 
tung kleiner Biastomere oder Karyoplasten, die bei Rinderzeflen neben die Membran der Empfanger-Oocyte 
plaziert wurden. Die Ausrichtung wurde daher im wesentlichen mechanisch vorgenommen. 

Der membranumschlossene Nucleus, d. h. Blastomer oder Karyoplast, und die enukleierte Oocyte wurden 
mechanisch mit einer Haltepipette so ausgerichtet, daB der Fusionsimpuk senkrecht durch die Grenzflache 
zwischen der den Nucleus umschlieBenden Membran und der Membran der enukleierten Oocyte fieL Die 
Embryonen wurden anschlieBend in vitro 18 bis 24 Stunden lang in 50 ul Tropfen modhxriertem Tyrodesmedium 
kultiviert und anschlieBend in einen Agarblock gebracht, um in den abgebundenen Oviduct einer Empfanger- 
Mutter wie beispielsweise eines Mutterschafs Qberfiihrt zu werden. 

Beispiel 1 

Die Wirkung der Zell-Orientierung auf die Fusionsrate wurde zunachst an zweizelfigen Mauseembryonen 
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untersucht Membranumscfabsseae Spenderkerne und Oocyten warden mh einem Wechselstromimpuls von 
1000 KHz und bis zu 5 Volt ausgerichtet Nach dem Ausrichten wurden die Zellen 20 usee lang einem Fusions- 
strom-Impuls von 100 Volt deichstrom (DC) ausgesetzt Beiin Fusionieren von Rinderzellen zeigte es sich, daB 
die geringe GrdEe der Spenderzellen den Zellen keine ausreichende Folaritat verlieh, urn das Ausrichten durch 
5 einen Wechselstromimpuls zu ermoglichen. Die Zellen wurden daher mit Hilfe einer Haltepipette mechanisch 
ausgerichtet 

Bei den fur die Elektrofusion untersuchten Parametern handelte es sich urn den Puffertyp, die Impulsspan- 
nung, die Impulsdauer und die Zeuausnchtung. Wie in Tabelle 1 wiedergegeben, wurde mh dem nicht-elektroly- 
tischen Zimmerman ZeUfusionsmedium eine hdhere Fusionsrate erzielt (8/9, 89%) als mh TL Hepes (1/9, 11%). 
io Zwischen Impulsen von 100 und 120 Volt konnten keine wesentlichen Unterschiede festgesteOt werden. 

Tabelle 1 

is Fusionsmediim Jiipilsspannung y Fusimiert/ " % 

Volt total Fusion 
(40 usee) 



20 



40 



45 



TL Hepes 


100 V 


0/5 


0 


TL Hepes 


120 V 


1/4 


25 


guimarman 


100 V 


5/5 


100 


ZiHIIfniHT? 


120 V 


3/4 


75 



30 Wie Tabelle 2 zeigt, wurden mh Impulszeiten von 20 und 40 Mflcrosekunden gjeichwertige Fusionsraten 
erzielt wahrend 10 Klikrosekunden weniger wirksam waren. 

Tabelle 2 

35 



Impulsspannung 
Volt 


Iinpuls&auer 
(ysec) 


Fusioniert/ 
Total 


% 

Fusion 


100 V 


40 psec 


14/18 


78 


100 V 


20 psec 


15/19 


79 


100 V 


10 psec 


2/10 


20 



Beispiel 2 



Entwicklung von Embryonen, bei denen die Pronuclei zuerst entfernt und anschfiefiend wieder eingesetzt 
worden waren, wurde in vitro untersucht, urn die Lebensfahigkeit von Rinderembryonen mh transplantierten 

50 Kernen zu uberprufen. Von 29 Embryonen mit auf diese Weise wieder eingesetzten Kernen entwickelten sich 
nach 48 Stunden in einer in vitro-Kultur 9 bis zum 7- bis 12-Zellstadium und 6 bis 4- bis 6-Zellstadium, wahrend 
die restlichen 1 bis 3 Zellen aufwiesen. 

Als nachstes wurden Untersuchungen mh echten Keraubertragungen aus Spender-Embryozellen in Oocyten 
im Prokem-Stadium durchgehlhrt Die nachfolgend in zwei Teiien angelegte Tabelle 3 zeigt die Entwicklung von 

55 Kerntranspiantaten und von KontroIIembryonen nach einer 5-tagigen Entwicklungszeit in einem Schafovkhict 
Die KontroIIembryonen bestanden aus Embryonen, welche am gleichen Tag aus Kuhen entnommen und die in 
den meisten Fallen kontralateral zu den Kemtransplantat-Embryonen in den Oviduct ubertragen worden waren. 

60 



65 



6 
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Tabelle3 



Kemspender cytoplasmatischer Aazahl tfcer- Gesamtzahl t^*,*. 
^ ganger tragungen wiedergewonnen (%) Zona (%) 



Pronucleus- Pronucleus- 
Stadium Stadium 
Kontrolle 



71 
49 



38(54) 
30(61) 



9(13) 
0{ 0) 



10 



2- r 4- Oder 

8-zellxg 

Kontrolle 



pronucleus- 
Stadium 



18 
23 



10(56) 
19(83) 



3/17) 
0( 0) 



15 



Kemspender 1-3 4-6 7-9 10-16 

^ ze llig (%) zeTLig {%) zellig (%) zellxg (%) 



Morula Oder 
Blastocyst (%) 



20 



Pronucleus- •>/ -n 5(171 

Stadium 14( 48) 3(10) 3(10) 2 7 5(17 

K^trolle 12( 40) 2( 7) 2( 7) 3(10) 11(37) 

n£*r «,«» «« •«•) ?<•' •<« 

Kontrolle 8C 42) K 5) M 5) -U 5) 8(42) 

Diese Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl intakter Bnbryonen, 
welche aus den Schafoviducten gewonnen wurden. 



30 



40 



45 



50 



nonnalen Kalbern. Embryonen. bei denen die Vorkerne durch *^™£'t ^ 

pulses orientiert waren. 

Beispiei3 55 

Cytoplasmas entfernt wurde. 



7 
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BraUeation und Transfer wurden in 7.5 ug/ml Cytechalasin B durchgefuhrt. Die SDenderblastofner* 

- den Sp^nderembryonen abgesaugt und in den periSeX^dSSSSKS 

Nach 5 Tagen in vivo Kultur wurden die Embryonen entnommen and auseewertet D.V a,,«™».*„™ j„ 
Er^e zeigte, daS die Effizienz der Fusion stiegTwenn etwa S^6^SS^S^^ 

D.eWirkungsratedieser Empfanger/Spenderkombination betrug 237 aus 342 entsnrechend 

^ft^tt' d c aVDD *^ dieEmpfanger-Oocyte nach eine^Kiden VerfaSSparS 
^^nJH /^J 0 '? E^cUmg bis aim Morula- Oder Blastocystenstadium warjedochbeifav^vo 
O^nerfolgreicher (27%) ab bei in vitro gereiften Oocyten ! 5%yseSst wennbei Sn^dfc 
^ ftres^opWentferatwoidenw^ 

d^ ausgereift pie Entwicklung der Embryonen. welche sich bis rum Morula- X SSSwS 

Dieses Beispiet zeigt, dafi die Obertragung von Nuclei aos 4- bis 16-zelliffen qn«vW Pmkr^y.n 
fiftES^ * ^^-^Siger Embryonen utj^S^agetr^^ta That 
?f ^^transplantation verwendet werden kann, urn identische Embnonen nSttS 

zu vemelfachen, so daB Herden von gene tisch identischem Vieh gezogenwerden^kdmVeT g ^* 

Patentanspruche 

daIu2^en^e1SnS^ 1 ti0n ^ ^ der - b ^ * Spender in eine Empfange.-Occyte, 
$ ™™ mOTb ™«™s^055enen Kern aus einer ZeDe des Spenderembryos isoKert. 
K^; Kenm « 305 der Empfanger-Oocyte entfernum, einTenukleierte Empfan- 

iS^™?™ membraDnm schIossenen Kerns und der enukleierten Empfanger-Oocyte efek- 

IliSS^!^ 1 ' 1 dadarch gekennzeichnet, daB der membranumschlossene Kern ein ganzer 

, aus elnem B'astomeren aspirierter Karyoplast ist. 

™dX^,?^l C n A 2? rfich ™ 1 ad 1 * 2, dadurch gekennzeichnet, daB der membranumschlossene Kern 
^! . EmpfangerOocyte so orientiert werden, daB die Kontaktebene ihrer Membr^ienk 
Schmt(d) senkrechtzuder Richtung des elektrischen Stroms liegt MemDranen m 

£2^n^£SSF" 1 '* * ^«^c^ die Enu^-Oocyte sich im 

5 Verfahren. nach den AnsprOchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Emp6ngerOocvte dun* 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die enukleierte Emnfaninsr-Oocvte 

7J^fehren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi man vor Schritt (d) den membran- 
™ 0SSenen Kera wd ^ierte Empfanger-Oocyte in nicht-ionisches S&SZSSZ 

8. Verfahren zum Klonen von Rinderembryonen, dadurch gekennzeichnet, daB man 

C SSe^rT ™ ^ CmZeInen ™ C ^ Mi8en 

(b) eine Empfanger-Oocyte enukleiert, 

W d^wnb^umschlossenen Spender-Kem in den periviteuinen Raum der enukleierten Empfan- 
Sc^uSeSe^ 

(e) den durch dektrische Induktion fusionierten Embryo aus Schritt (d) in vitro kultiviert. 

Ilt^cif^ 6 "^ ^2° aus . Schri " ( e > in Oviduct und gegcbenenfalls anschlieBend in den 
Uterus eines EmpSnger-Muttertiere transferiert 0611 

Wn^^^ 1 Ans P ru< ; h 8 > dadurch gekennzeichnet, daB man in Schritt (a) ab membranumscblossenen 
Spender-Kern emen «nzelnen Gesamtblastomeren aus dem Sander-Embryo emnhnimodSS ~ 
branumschlossenen Karyopiasten aspiriert. wefcher einen Kern aus einer Zeile des Sp^de^EmD^ 
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10 Verfahren nach den Ansprucfaen 8 odcr 9, dadurch gekennzeichnet, daB man vor Schntt (d) den 
membranumschlossenen Kern und die Oocyte so orientiert, daB die Kontaktebene ihrer Membranen ui 
Scroti (aOsenkrechtzuderRi(±^ . 
U Verfahren nach den Ansprfichen 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB man zwei oder menrere gene- 
tisch identische Embryonen schafft und gegebenenfalls austragen l§Bt, indem man zwei oder menrere 
membranumschlossene Kerne von dem des gleichen vielzelligen Rinderembryo oder von identischen 
geklonten Rinderembryonen als Spender in enukleierte Oocyten transferiert 
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